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5j) Verfahren zur Herstellung von A-Ristomycinsalzen und/oder A-Ristomycin und/oder Derivaten derselben 
bezfehungsweise desselben hoher Reinheit sowie diese verbindung(en) enthaltende Reagenzien zur 
Anwendung in Thrombozytenaggregationsversuchen und Verfahren zur Herstellung der letzteren 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
von A-Ristomycinsalzen und/oder A-Ristomycin und/oder 
Derivaten derselben hohen Reinheit der allgemeinen Formel 
I des Patentanspruches 1 , worin R v R 2 . R3, R4. X und Y wie im 
Anspruch 1 f estgelegt sind, bei welchem 

I) der pH-Wert einer wa&rigen Losung der rohen Ristomy- 
cinbase mit einer Mineralsaure oder eines verunreinigten 
A-Ristomycinsalzes mit einer Alkalilosung auf 6,7 bis 7,0 ein- 
gestellt und die Losung mit einem Carbonsaurenitril behan- 
delt wird und das A-Ristomycinsalz und/oder A-Ristomycin 
kristailisiert wird und gegebenenfalis in einem organischen 
Ldsungsmittel gelost beziehungsweise suspendiert und 
danach acyliert wird oder 

II) eine Losung beziehungweise Suspension eines rohen 
A-Ristomycinsalzes oder von roher Ristomycinbase oder 
eines rohen Ristomycinsalzes in einem organischen Ld- 
sungsmittel acyliert wird 

sowie die erhaltenen Produkteisoliert werden. 
Gegenstand der Erfindung sind auch diese Verbindungen 
enthaitende Reagenzien und ein Verfahren zur Herstellung 
der letzteren. 
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Patentans-priiche 



Verf ahren ' zur Herstellung vori A-Ristomycinsalzen 
und/oder A-Ristomycin und/oder Derivaten derselben 
beziehungsweise desselDen hotter EeinHeit der all- 
gemeinen Formel 



/ 
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ft,. 



worin 
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fiir einen* ^[O-oC-D-Arabinorurano- 
syl]1 — ^ 2[-0-tf-D-mannopyrano- 
. syl]l — > 2[-0-o^-L-riiaianopyraiio- 
syl]l — 9> 6[-0-B-D-glucopyranosyl]}-Rest 
^[O-d-D-Araf ]i — > 2[ -0-<K-D-Manp]l — > 2[-0- 
-o<-L-Rliap]l — f 6[-0-B-D-Glo.p]}-Rest> 
steht , 

R 2 - einen 2^3,6-Trideso^-3-amino-p-Yj-^-L- 
-ribo-hexapyranosylrest bedeutet, 

R, einen c<-D-Mannopyranosylrest darstellt, 

3 ■ 

fiir einen Alkylrest mi* 1 bis 4- Kohlen- 
stof f atom(en) stelit, 

■ Z- einen Mineralsairrerest bedeutet *und 

• Y ein Wassersto'f f atom oder einen Rest der 
allgemeinen Formel 



Z O 

i ii 

z - c /c \ — c - II , 

I \ 2/hr 



in welchletzterer 

Z fiir ein Wass erst off- oder Halo- 
' genatom steiat 1 n.nd 

n eine ganze Zah.1 von 0 bis 5 i st > 
dar? tellt , 
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dadurctL gekennzeich.net , oLslB man 

I) a) den pH-Wert einer 30 bis 50 gew«-%-igen 
waBrigen Losung der roben Ristomycin- 
tase durcb Behandeln mit einer Mineral- 
saure auf 6,7 bis 7,0 einstellt und die 
Losung davor und/oder danacbj, gegebenen- 
falls unter Zwischenschalten eines Kla- 
rens und Filtrierens, mit einem mit Was- 
ser misciibaren niederen alipbatiscben 
Carbons aurenitril in einer Menge von 15 
bis 50% [Vol. /Vol-] bei Raumtemperatur , 
gegebenenf alls mehrmals , bebandelt oder 

b) den pH-Wert einer 30 bis ■ 50%-«3wr8Mgeii mB- * 
xdgoi Losung eines verunreinigten A-Risto- 
mycinsalzes oder "robeu Hist omy din- _ 
salzes mit einer Alkalilqsung auf 
6,7 bis 7,0 einstellt und die Losung da- 
vor und/oder danacb , gegebenenf alls 
unter Zwischenschalten eines Klarens 
und Filtrierens , mit einem mit Wasser 

mischbaren niederen aliphatischen Carbon- 
saurenitril in einer Menge von 15 bis 
50% [Vol. /Vol.] bei Raumtemperatur, gege- 
"benenfalls mehrmals , behandelt 

und darauf f olgend das A-Hisi;omycin.- 

sals und/oder A-Ristomycin bei +4-°C . 

kristallisiert und gegebenenf alls , gege- * 
henenfalls nach seinem Reinigen, in einem orga- 
nischen LSsungsmittel lost be ziehungsweise sus- 
pendiert und danacb mit einem Acylierungsmittel 
vom Saureanhydridtyp bei. einer Temperatur von 
0 bis 20°G acyliert oder 

II) eine Losung beziehungsweise Suspension eines t 
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gegebenenfalls nach I) erhaltenen, rohen 
A-Ristomycinsalzes oder von roher Ristomycin- 
base oder eines rohen Ristomycinsalzes' in einem 
.. organischen Losungsmittel mit einem Acylierungs- 
mittel behandelt 

sowie das beziehungsweise die erhaltene(n) Pro- 
dukt(e) isoliert und gegebenenfalls Oeiter)reinigt - 

2. ) Verfahren nach Anspruch 1 I) . a) , dadurch gekennzeich- 

net, daB man als Mineral saure verdiinnte Schwef elsaure 
verwendet. 

3. ) .Verfahren nach Anspruch 1 I) b) , dadurch gekennzeich- 

net, daB man als verunreinigtes A-Ristomycinsalz ein 
verunreinigtes A-Ristomycinsulf at , insbesondere 
A-Ristomycinmonosulf at, verwendet. 

4. ) Verfahren nach Anspruch 1 I) b) otler 3, dadurch ge- 

kennzeichaet, daB man als Alkalilosung eine Ammonium- 
hydroxydlosung verwendet. 

5. ) Verfahren nach Anspruch 1 I) oder 2 bis 4-, dadurch 

gekennzeichnet , daB man das EinsteTlen des pH-Wertes 
auf 6,8 vornimmt . 

6. ) Verfahren nach Anspruch 1 I) oder 2 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, daB man das aliphatische Carbonsau- 
renitril in einer Menge von 20 bis 50% [Vol. /Vol.] 
verwendet. 

7. ) Verfahren nach Anspruch 1 I) oder 2 bis 6, dadurch 

gekennzeichnet, daB man als aliphatisches Carbonsau- 
• renitril Acetonitril verwendet. 

8. ) Verfahren nach Anspruch 1. bis 7, dadurch gekennzeich- 

net, daB man als organisches Losungsmittel ein Alka- 

° - - 7 - 



nol, insbesondere mit 1 bis 5 Kohlenstof f afom(en), 
Oder ein Gemisch von Alkanolen verwendet* 

90 Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 

• net, daB man als Acylierungsmittel Trif luoressigsaure- 
anhydrid verwendet. 

10*) Heagenzien zur Anwendung in Thrombozy-fcenaggregations- 
versuchen, insbesondere zur Diagnostizierung der 
Willebrand-Krankheit , dadurch gekennzeichnet , daB sie 
1 oder mehr; nach dem Verf ahren. nach Anspruch 1 . bis 9 
hergestellt;e[s] standardisierte [ s] hochreine[-s] A-Risto- 
mycinsalzCe) und/oder A-Sistomycin und/oder 1 oder mehr Eferi- 
vat(e) desselben beziehungsweise derselben enthalten. 

11.) Reagenzien nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich.net, 

* daB sie als A-Ristomycinsalz beziehungsweise Deri- 
vat(e) eines solchen [ein] solche[s], in welchem be- 
ziehungsweise welchen der Mineralsaurerest , fur den 
X stehen kann , ein. Schwef elsaurerest , insbesondere 
Bisulf atrest , ist , enthalten. 



12.) 



Reagenzien nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekenn- 
zeichnet , da£ sie als ^erivat(e') eines A— R i s t o my c i n- 
salzes beziehungsweise von A-Ristomycinsalzen [ein] 
solche[s] , in welchem beziehungsweise^ welchen der 
Rest . der allgemeinen Formel II, fur welchen Y stehen 
kann, ein solc.her, in welchem Z fiir ein Fluoratom 
steht," insbesondere der Trif luoracetylrest 
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1st, enthalten. 
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Reagenzien nach Anspruch .10 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB- sie als A-Ristomycinsalz(e) beziehungs- 
weise Derivat(e) * eines solchen beziehungsweise von 

solchen [ein] * solche[ s] , in- welchem beziehungsweise 

- 8 - 



welcben der Alky lr eat, fur den R 4 steben kann,- ein 
solcber mit 1 oder 2 Koblenstof fatom(en) 1st, ent- 
balten. ' 

14. ') Reagenzie'n nach Ansprucb '10 bis 13, dadurch gekenn- 

zeicbnet, daB sie als A-Histomycinsalz beziebungswei- 
se 'Derivat(e) eines solchen [ein] solcbe[s], in wel- 
chem beziebungsweise welclien n 0 oder 1 1st, ent- 
balten . 

15. ) Verfabren zur Herst'ellung der Reagenzien nacb. An- 

sprucb 10 bis 14, dadurcb. gekennzeicbnet, daB man 
das beziebungsweise die nacb Ansprucb. 1 bis 13 ber- 
gestellte(n) auf iiblicbe Weise fertiggestelLteCn) A-Ristomy- 
■ c±nsalz(e) uWoder A-Kstcmycin U3d/oier Derivat(e) desselben be- 
ziehungsweise derselben unmittelbar vor'der Anwen- 
dung in einer bekannten waBrigen Puf f erlbsung lost. 

16. ) Verfabren nacb Ansprucb 15, dadurcb. gekennzeicbnet, 

daB man als waBrige Pufferlosuog eine waBrige 
tris-(Hydroxymetbyl)-aminometbanl6sung verwendet. 
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Verfahren zur Herstellung von A-Ristomycin- 
salzen und/oder A-Ristomycin und/oder Deri- 
vaten derselben beziehungsweise desselbgi hcher 
Reinheit; sowie diese VerbindungCen) enthal- 
tende Reagenzien" zur Anwendung in Thrombo- 
zybenaggregationsversuchen und Verfahren 
zur Herstellung der letzteren 
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Besckreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zirr Herstelluhg 
von A-Histomy'cinsalzen und/oder A-Ristomycin. und/oder 
Derivaten derselben der allgemeinen Pormel 
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worin 
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B.^ fur* einen [[O-oC-D-Axabinof ano- 
syl]l — * 2[-0-o<:-D-iiiannopyrano- 
syl]^l — ? 2[-0^-L-rhamnopyrano- 
syl]l — > 6[-0-B-I)-glucopyranosyl]}-Rest. 
^[O-d-D-Araf ]1 — > 2[-0-c<-D-Manp]l — >2[-0- 
-o<-Ir-Rhap]l 6[-0-B-D-Glop]}-Rest> 
steht, 



R 2 einen 2,3,6-Txidesoxy-3-amitio-[N-Yl-^-L- 



in 



-ribo-hexapyranosylxest bedeutet , 

R-, einen c<-D-Mannopyranosylr est darstellt, 

R^ fur einen Alky Ir est mit 1 bis 4- Kohtle li- 
st of fatom( en) steht, 

X einen Mineralsaurerest bedeutet und 

Y ein Wasserstof f atom oder einen Rest der 
allgeineinen Formel 



Z - C — /C \ — C - II 

z 



in welcbletzterer 

Z fiir ein Wasserstoff- oder Halo- 
, genatom steht- und 

n eine ganze Zah.1 von O bis 5 1st, 
daxstellt, 
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sowie biologische Reagenzien zur Anwendung in Thrombozy- 
tenaggregationsversuchen , insbesondere zur Diagaostizie- 
rung der Willebrand r Krankheit , und ein Verfahren zur Her- 
stellung der letzteren. 

Es 1st bekannt, daS bei der Reii.en-untersucb.uiig von 
hamophilen Kranken in der Beurteilung . der Blutplattchen- 
funktionen die wertvollsten Angaben durch die Thrombozy- 
tenaggregationsversuche geliefert werden. He ben den routi- 
nemaBig verwendeten Aggregationsmitteln ( zum Beispiel Ade- 
nosindiphosphorsaure [ ADP] , Adrenalin und Kollagen) spielt 
selp 1971 die als Ristocetin genannte , . vorher als Anti- 
bioticum verwendete Substanz eine wichtige Rolle. Auf 
Grund- der Versuche von Howard und Firkin ermoglichte das 
Ristocetin die schnelle und einfache Erkennung der ange- 
borenen beziehungsweise' mitgebrachten Hamophilie, der 
Willebrand-Krankheit (Thrombosis und Diatbesis Haemorrha- 
gica 26 [1971]-, 362). •' ■ 

Das Wesen .der Willebrand-Krankbeit ist der Ausfall be- 
ziehungsweise Defekt des VIII. Fakt.orkomplexes der Blutge- 
rinnung. Die wichtigste biologiscbe Rqlle des Willebrand- 
-Faktors bestebt in der Forderung der Thrombozytenhaf tung 
beziehungsweise Thrombozytenadhasion an die subendothelia- 
len Formeln. Der Mangel am oder die. qualitative Storung 
[des] Willebrand-Faktor[s] ruft das als Willebrand-Krank- 
beit genannte Krankbeitsbild hervor , welches die am mei- 
sten verbreitete Form der angeborenen Hamopbilie darstellt 
Es ist sebr wichtig, den an Willebrand-Krankheit leiden- 
den Kranken auszusondern (Vererbung, Familienversuche , 
Tberapie). Besonders die Aufklarung und Absonderung eines 
derartigen Krankbeitsbildes vor dem operativen Eingriff 
ist von grundlegender Bedeutung.' 



-13 - 
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Von sowjetisch.en Forschern wurde "das Ristomycin-An- 
tibioticum aua Kulturen von Proactinomyces fructiferi var. 
ristomycio. durch Adsorption, vorteilhaft an einer 
SzDSz-3- Oder SzDV-3-Kationenaustauschersaule , und Eluie- 
ren mit einer" acetonischen Ammoniaklosung oder einer Am- 
moniumacetatpufie-rlosung mit einem pH-Wert von 9 bis 10 
isoliert. Das Ristomycin wurde in Form der Base isoliert. 
Spater wurde Ristomycin almlich wie Ristocetin in 2 bio- 
logiscn aktive Bestandteile , in das A.- und B-Ristomycin, 
getrennt. Die Erzeugung des Antibiotic urns im Betriebs- 
maflstab wurde ebenfalls offenbart. Zur Bestimmung .des Wirk- 
stoffgehaltes der Garbrilhe und der Zwischenprodukte wurde 
neben der biologiscnen Wertbestimmung auch ein polarimetri- 
scnes Verfanfen und ein TJV-spektrophotometriscnes Verfahren 
ausgearbeitet (sowjetiscne Patentschrif t 180 754; Antibio- 
tiki 8 [1962], 392; Antibiotiki 9 [1964], 884-, Antibioti- 
ki- 10 [1965], 217; Antibiotiki 12 [1967] , 129; Antibioti- 
ki 16 [1971], 786). ' 

Aucn die genaue Strukfur des A-Ristomycines wurde be- 
reits bestimmt (J- Org. Cnem. 39 [1974], 2 971 ; J. Anti- 
biot. 32 [1979]., 446; Tetrahedron Letters 21 {1980], 2 983; 
JACS 102- [1980], 7 093). 

Ferner ist es bekannt, da£ in der Kulturbrune der Mi- 
krporganismen Nocardia lurida URRL 2430 und Proactinomyces 
fructixeri var. ristomycini je. 2 biologiscb. aktive Bestand- 
teile erzeugt werden. Wenn das erbaltene Antibioticum als 
antibakterielles Heilmittel verwendet wird, stort die Ge- 
genwart des B-Bestandteiles im A-Ristomycin nicnt, da ge- 
gen pathogene Mikroorganismen beide Wirkstoffe wirksam 
sind. Der B-Bestandteil weist sogar eine wesentlicb hohere 
bactericide Wirkung als der A-Bes'tandteil auf. 

- 14 - 
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Im Gegensatz dazu ist jedocb bei der Anwendung der bei- 
den Antibiotica zu bamatologiscben Versucben nur der A-Be- 
standteil wertvoll. In den Artikeln von Jenkins und Mitar- . 
beitern (Tbromb. Res. 7 [1975], 531) wirU auf diese Tat- 
sacbe im Falle des Ristocetin® binge wie sen. Von diesen Ver- 
fassern wurde f estgestellt , daB das B-Ristocetin in norma- 
len Humantbrombozyten nicbt aggregiert. 

Es ist aucb bekannt, daB unter den alkaliscben Bedin-. 
gunge n der Garung und der Ionenaustauscberreinigung beide 
Ristomycinmolekiile einer Zersetzung unterliegen kb'nnen. Zur 
Klarung dieser Vorgange wird als Mode liver bindung das Car- 
boxy -A-ristomycin bergestellt. Es wurde f estgestellt, daB 
diese Verbindung das .normale Human tbrombozytenplasma nicbt 
aggregiert uiid die durcb A-Ristomycin induzierte Aggrega- 
tion nicbt bemmt. Dies bedeutet , daB die unter Einwdjrkung 
von Alkali stattgef undene Hydrolyse der C-endstandigen 
Metboxycarbonylgruppe des sebj? empf indlicben Glykopeptid- 
molekiiles (und die eventuell darauff olgende Retroaldol- 
spaltung an beiden B-Hydroxypbenylserineinbeiten) das A-Ri-« 
stomycinpraparat zu bamatologiscben Zwecken vollstandig 
wertlos und unanwendbar macben kann. Nacb eigenen Erfabrun- 
gen kann das A-Ristomycin Ton diesen uner wins cbten Begleit- . 
stoffen mit Hilfe des bei den bekannten Verfabx-en verwen- 
deten waBrig-alkoholiscben Umkristallisierens nicbt be- 
freit werden. 

Es ist nocb darauf binzuweisen, daB die Ristomycinba- 
3e auBerst bygroskopiscb ist. D ±ese Verbindung kann beim 
Stebenlassen an der Luft innerbalb einiger Minuten mebr 
als 15 Gew.-% Feucbtigkeit , bezogen auf das Gewicbt der 
Base, aurnebmen. Daber ist es fast unmoglicb, an diesem 
Pr Spar at eine genaue Einwaage vor'zunebmen . Gleicbzeitig 
wurde von der Anmelderin f estgestellt , daB die Aggrega- 

. - 15 - 
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tionsaktivitat der A-Ri'stomycinproben wanrend des in all- 
taglicber L abo rat oriums praxis iiblicben mit Phospbor- 
pentoxyd durcbgef iiHrten Trocknens einer irreversibilen 
Scbadigung unterliegt. 

■ D er Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfabren 
zur Herstellung von in biologiscnen Versuchen gut geeigne- 
ten beziebungsweise geeignetem Ristomycinsalzen und/oder 
Ristomyc in und/oder Derivaten deselben beziebungsweise desselben insebr 
bober Reinbeit sowie Reagenzien -zur Anwendung in Tbrom- 
bozytenaggregationsversucben, insbesondere zur Diagnosti- 
zierung der Willebrand-Krankbeit, mit einem Gebalt an 
1 oder mebr Verb indung( en) mit in.diesen Versucben verwend- 
barer Struttur und ein Verfabren zur Herstellung dieser 
Reagenzien zu scbaffen. 

Das Obige wurde. uberrascbenderweise durcb die Erfin- 
dung erreicbt . 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfabren zur Herstel-- 
lung von A-Ristomycinsalzen und/oder A-Ristomycin und/oder 
Derivaten derselben beziebungsweise desselben beziebungs- 
weise von Ristomycinderivaten bober Reinneit der allgemei- 
nen Forme 1 
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worin 

R> 



R 2 



*3 



R 4 



fiir einen [[O-crf-D-Axabinofurano- 

syl]'l — 2[-0-rf-D-marinopyrano- 

syl]l — 2[-0-c^-L-rhamnopy3?ano- 

syl]l — 6[-0-B-D-gl-ucopyranosyl]}-Rest . 

^{[0-o(-D-Araf]l — 2[-0-o<-D-Manp-]l — 2[-0- 

-^-L-Rhapjl — 6[-0-B-D-Glop]}-Rest> 

stent , 

einen 2,3, 6-Tridesoxy-$-amino- j^N-Yj-^-L- 

-ribo-hexapyranosylrest bedeutet , 

einen oc-D-Mannopyranosylrest darstellt, 

fur einen Alky lrest mit 1 bis 4 Kohlen- 
stof f atom( en) stent, 



X einen Miner alsaurerest bedeutet . und 

Y ein- Wasserstof f atom oder einen Rest der 
allgemeinen Formel 



Z O 

I . II 

Z _ C — /C ^ — C ■ — II » 



Z * /n 



in welchletzterer 



Z . liir ein Wass^rstoff - oder Halo- 
genatom steht ' una 

n eine ganze Zahl von O bis 5 ist, 
darstellt, _ 18 — 
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welches dadurch gekennzeichnet ist, dafl ■ 

I) a) der pH-Wert einer 30 bis 50 gew.-%-igen wafi- 

rigen Losung der rohen Ristomycinbase duron. 
Behandeln mit ei-ner Minerals aure auf 6,7 "bis 
7,0 eingestellt und die Losung davor und/oder 
danach, gegebenenf alls unter Zwischenschalten 
eines Klarens, vorzug'sweise 'mit Aktivkohle , 
und Filtrierens, mit einem mit Wasser misch- 
baren niederen alipnatischen Carbons aure nitril 
in einer Menge von 15 bis 50% [Vol. /Vol.] bei 
Raumtemperatur, gegebenenf alls mehrmals , behan- 
delt wird , oder 

b) der pH-Wert einer 50 bis 50 gew.-%-igen waB- 

rigen Losung gi-ngg wrunreinigten A-Ristomycinsalzes oder 
rohen Ristomycinsalzes mit einer Alkalilosung auf 6,7 bis 
7,0 eingestellt und die Losung davor und/oder 
danach, gegebenenf alls unter Zwischenschalten 
eines Klarens , vorzugsweise mit Aktivkohle, 
- und Filtrierens, mit einem mit Wasser misch- 
baren niederen alipnatischen Carbonsaurenitril 
in einer Menge von 15 bis 50% [Vol ./Vol. ] bei 
Raumtemperatur, gegebenenf alls mehrmals, be- 
handelt wird 

und darauf f olgerd das A-Ristomycinsa lz und/oder A-Rdstomycin.. bei 
+4.°C kristalliidf^ wird uoi gegebenenf alls, gegebenenf alls 
nach seinem Reinigen, vorzugsweise durch Umkristal- 
lisieren, in einem organischen Losungsmittel gelost 
beziehungsweise suspendiert und. danach mit einem 
Acylierungsmittel vom Saureanhydridtyp bei einer 
Temperatur von 0 bis 20°C acyliert wird oder. 

II) eine Losung beziehungsweise Suspension eines, gege- 
benenf alls nach I) erhaltenen, rohen A-Ristomycin- 
salzes oder von roher Ristomycinbase oder eines 
rohen Ristomycinsaizes in einem organischen Losujass- 
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mittel mit einem Acylierungsmittel , vorzugsweise 
vom Saureannydridtyp, behandelt wird 

sowie das beziebungsweise die erbaltene(n) Produkt(e) 
isoliert und gegebenenf alls (weiter)gereinigt wird bezie- 
hungsweise werden. 

Im Falle von A-Ristomycir. f eblt in der allgemeinen 
Formel I der Teil HX. 

Gegebenenf alls kann das A-Ristomycin aus seinen Sal- 
zen in iiblicber Weise freigesetzt werden. . 

Vorzugsweise wird be i der Variante I) a) des erfin- 
dungsgemaBen. Verfanxens als Mineralsaure verdunnte Scbwe- 
f elsaure . verwendet . 

Vorzugsweise wird bei der Variante I) b) des erfin- 
dungsgemafien Verfabrens als verunreinigtes A-Ristomycin- 
salz ein verunreinigtes A-Ristomycinsulf at , insbesondere 
A-Ristomycinmonosulf at , verwendet . 

Es ist aucb bevorzugt, bei der Variante I) b) des er- 
findungsg^naBen Verfabrens als Alkalilosung eine Ammonium- 
bydroxydlosung zu verwenden. 

Vorzugsweise wixd das Einstellen des pH-Wertes auf 
6,8 vorgenommen. 

Es ist auch bevorzugt, das alipnatische Carbonsaure- 
nitril in einer Menge von 20 bis 50% [Vol. /Vol.] zu ver- 
wenden. 

Ferner ist es bevorzugt, als alipnatisches Carbonsau- 
•' reni.tr il Acetonitril zu verwenden. 

Weiternin ist es bevorzugt, als organiscbes Losungs- 
mittel ein Alkanol, insbesondere mit 1 bis 5 Koblenstoff- 
' atom? en), oder ein 'Jemiscb von Alkanolen zu verwenden.^ 
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Insbesondere wird als Acylierungsmxttel Trif luoressig- 
saurearLhydxid verwendet. 

Nacb einer vorteilbaf ten Ausf iihrungsf orm des erfin- 
dungsgemafien Verfabrens wird wie folgt vorgegangen. 

Nacb einer vorteilbaften Variant e [a)] des -erfindungs- 
gemaBen Verfabrens wird also der pH-Wert- einer aus der nacb 
einem bekannten Garverf abren bergestellten rohen Ristomycin- 
base durcb deren Losen in destilliertem Wasser bei Raumtem- 
peratur liergestellten 30 ,bis 50 gew.-%-igen. wiiBrigen Lo- 
sung mit einer Minerals aure , vorzugsweise verdiinnter 
Scbwef elsaure, auf 6,7 "bis 7,0 eingestellt. 

Als Ausgangsstoff kann auch ein rob.es A-Ristoinycinsalz', 
vorzugsweise robes A-Ristomycinsulf at , insbesondere A-Ri- 
stomycinmonosulf at , eingesetzt werden- Hacb einer anderen 
vorteilbaften Variante [b)]*des erf indungsgemaBen Verfab-- 
rens wird also der gewiinscbte pH-Wert von 6,7 t>is 7,0 einer 
30 bis 50 gew.-%-igen waBrigen Losung des roben A-Ristomy- 
cinsalzes, wie A-Ristomycinsulf ates , durcb Zugabe einer 
verdunnten Alkalilosung , vorzugsweise Amm©niiuiibydroxydl6-- 
sung e inges tellt . 

Das Einstellen des optimalen. pH-Wertes kann mit Hilfe 
von Instrumentenmessung oder vorteilbaft des IXmscblagens 
eines Bromtbymolblauindikators von Gelb in Himmelblau 
durcbgefubrt werden. 

Zur nacb einer der obigen vorteilbaften Ausfiibrungs- 
formen des erf indungsgemaBen Verfabrens vorbereiteten Lo- 
sung wird eine Menge von 15 bis 50% [Vol. /Vol.] , vorzugs- 
weise 20 bis 50% [ Vol. /Vol.] /eines mit Wasser mlscbbaren 
niederen alipbatiscben Carbonsaurenitriles (Alkylnitriles) , 
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vorzugsweise von Acetonitril, zugegeben, worauf die Kri- 
stallisatio'n beginnt. 

> 

XTacn. einer anderen vorteilbaf ten Ausfuhrungsf orm des 
erfindungsgemaBen Verfanrens kanh bei beiden obigen Varian- 
ten [a) und b)] des erfindungsgemaBen Verfanrens beim 
Kristallisieren eines Rohproduktes noherer Hetnlieit audi 
in der Weise vorgegangen werden, daB der waBrigen A-Ri- 
stomycinsalzlosung, vorzugsweise A-Ristomycinsulfatlosuiigj 
zunacbst 15 bis 50% [Vol. /Vol.], vorzugsweise 20 bis 50% 
. [Vol. /Vol.] , eines mit Wasser mischbaren niederen alipba- 
tiscben Carbons aurenitriles (Aikylnitriles) , vorzugsweise 
von Acetonitril, zugesetzt werden, danacn der pH-Wert auf 
6,7 bis 7,0 eingestellt wird und die opaleszierende Losung 
bis zum Losen erwarmt und langsam auf Raumtemperatur ab- 
kunlen gelassen wird. 

Die Kristalle werden auf dem Filter mit einem Gemiscb 
von Aceton und Wasser und/oder mit Aceton gewaschen und 
darauf f olgend in einem Vakuumexsikkatqr iiber vorher erh.it z- 
tem Calciumchlorid und Paraf finspanen bis zur Gewichtskon- 
stanz getrocknet. 

So kann das eine ausgezeichnete Aggregationsf ahigkeit 
aufweisende, nicht hygroskopische , kristalline A-Ristomy- 
cinsulfat holier Reinheit in einer Ausbeute von 60 bis 80% 
( je nach dem Wirkstof f genalt des Ausgangsstof f es) erhalten 
werden . 

Nach. einer welter en vorteilbaf ten Ausf iihrungsf orm des 
erfindungsgemaBen Verfanrens wird das robe A-Ristomycin- 
salz, wie A-Histomycinsulf at , in einem organischen Losungs- 
mittel, vorzugsweise in einem Alkanol,' insbesondere einem 
solchen mit 1 bis 5 Kohlenstof f atom(en) , oder einem Gemisch. 
von Alkanolen gelost beziehungswelse suspendiert, worauf 
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ein Acylierungsmittel , insbesondere Trif luoressigsaurean- 
nydrid, zugetropft wird. Das Robprodukt kann, falls es er- 
wiinscnt ist durcb Umkristallisieren gereinigt werden. ^ . 

-r 

Es ist klar, daB bei der Isolierung des Antibioticums. 
zum Nacb-weis von etwaigen Begleitstof f en und Verunreinigun- 
gen, namlicb des B-Bestandteiles und der -durch alkaliscne 
Zersetzung gebildeten verschiedenen Produkte, die bisher 
verwendeten MeBverfabren (bekannte Testmikroorganismen 
verwendendes biologiscb.es Verfabren., UV-spektropbotometri- 
sche Wirkstoffbestimmuiig und Messung des optiscben Dreb- 
vermogens) allein nicbt ausreicben. Die Begleitstof fe wet- 
sen namlicb. bei 280 nm ebenfalls. eine UV-Licbt absorption 
auf und naben ein optiscbes Drebvermogen ahnlicben Sinnes. 

Es wurden eigene Versucbe unternommen, urn aufzukla- 
ren, in welchem MaBe und inwieweit die Inderung der Struk- 
tur der Verbindung beziebungsweise der Reinbeitsgrad des 
A-Ristomycines die Tbrombozytenaggregation beeinf lussea. 

Es wurde iiberrascnenderweise f estgestellt , daB die 
partielle oder vollstandige Enfernung der Eeste , fur die 
E ', R 2 ? und R^ in der allgemeinen Formel I stehen, 

beziehungsweise die Blockierung der Hydroxyf unktionen sol- 
dier Reste und der pbenoliscben Hydro:xygruppen (in Form 
eines Esters oder Itbers) unerwiinschte biologiscbe Wir- 
kungen des Antibioticums und in manchen Fallen aucn eine 
ungiinstige Inderung der LSslicbkeit zur Folge baben. Das ^ 
durcb Ersetzen des Alkylrestes , fur den stent, durcb. ein 
Wasserstoffatom beziebungsweise eine Carboxylgruppe erbal- 
tene Carboxy-A-ristomycin ubt keine das Humantbrombozyten- 
.plasma aggregierende Wirkung aus und bemmt die durcb Risto 
mycin induzierte Tbrombozytenaggregation.- Das an den pbe- 
nolischen Hydroxygruppen. blockierte letra-O-(methyl)- 
-A-ristomycinderivat 
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(statt des Wasserstof f es der phenol is chen Hydroxygruppen 
Methylreste und- R^ = Methylrest) hat ebenf alls ungiinsti- 
ge Eigenschaften. Das peracetylierte A-Ristomycin ist " 
unter den bei den Versuchen verwendeten Bedingungen unlos- 
lich und zum Zweck der Versuche ungeeignet. Obwohl das 
durch Beseitigong der Kohlenhydratreste erhaltene Aglyko- 
-A-ristomycin (R^ .= R 2 = R3 = Y = Wasserstof f und = 
= Methyliest) eine Agglutination hervorruft, ist dieses 
Derivat.wegen der pH- und Loslichkeitsverhaltnisse eben- 
falls nicht optimal. Nach eigenen Kenntnissen ist auch 
das B-Ristomycin (diese Verbindung unter scheidet sich von 
den anderen Derivaten nux darin, daB in der allgemeinen 
Formel I in der Heterotetrasaccharidkette des Restes, fur 
den R 1 stent, der -2-0-<X-D-Arabinofuranosyl- 0-o<-D-manno- 
pyranosylteil fehlt) zum gewunschten diagnostiscben Zweck 
ungeeignet. 

•Es wurde iiberraschenderweise f estgestellt , daB der im 
Blutgerinnungsprufversuch verwendete Wirkstoff dann und 
nur dann optimal ist, wenn er eine hone Reinheit und eine 
genau definierte Struktur der allgemeinen Formel I auf- 
weist. •» 

Es wurde auf Grund des Obigen f estgestellt , daB die 
zur Ausubung der normalen Humanthrombozytenaggregation er- 
f order liche grundl'egende Bedingung darin be stent, daB in 
der allgemeinen Formel I 4- freie phenolische Hydroxygrup- 
pen, der C-endstandige Alkoxycarbonylrest , wie Methoxy- 
carbonylrest (R^ = Methylrest) , und die unberuhrte Ri- 
stotetrosylseitenkette (R^) vorliegen miissen. 

Die Erfindung berutrt also auch auf der iiberraschenden 
Feststellung, daB das in der Laboratoriumspraxis verbrei- 
tet verwendete Ristocetin durch ein anderes Mitglied der 
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Vancomycin-Antibioticuni-Fainilie , das Ristomycin, vollstan- 
dig ersetzt werden kann, wenn es geniigend rein 1st. Das 
Ristomycin kann" einfacber und mit weniger Auf wand berge- 
stellt werden und verbalt sick bei der Plasmaproteinf al- 
lung gilnstiger- Auf Grund der'obigen Eigenscbaf ten hat 
sicb das Ristomycin in bamatologiscben Versuchen als gun— 
stiger erwiesen. Das bisber zur Bebandlung von durcb 
bakterielle Infektionen hervorgerufenen Krankbeiten ver- 
-wendete Ristomycin kann also* aucb auf diesem neuen Anwen- 
dungsgebiet, das beiBt fiir diagnostiscbe Zwecke , eingesetzt . 
werden. 

Gegenstand der Erf indung sind aucb Reagenzien zur An- 
wendung in Tbrombozytenaggregationsversucben, insbesondere *- 
zur Diagnostizierung der Willebrand-Krankbeit , welcbe da- 
durcb gekennzeicbnet sind, daB sie 1 Oder mebr, nacb dem er- 
£ indungsgemaBen Verfabren bergestellte[ s] standardisier- 
te[s], hochreine[s] i-Ristonycinsalz(e) und/oder Risto- 
nycin A und/oder 1 oder mebr Derivat(e) desselben bezie- 
bungsweise derselben entbalten. 

Vorzugsweise entbalten die erf indungsgemaBen Reagenzien* 
als A-Ristqmycinsalz beziebungsweise Derivat(e) eines sol- 
chen [ein] solcbe[s] , in welcliem beziebungsweise welcben 
der Mineralsaurerest , fiir den X steben kann, ein Scbwefelr- 
saurerest, insbesondere Bisulf atrest , ist. Dabei ist A-Risto- 
mycinmonosulf at besonders bevorzugt. 

Es ist aucb bevorzugt, daB die erf indungsgemaBen Reagen- 
zien als Derivat(e) eines A-Ristomycinsalzes beziebungswei- 
se von A-Ristomycinsalzen [ein] solcbe[s], in weicbem be- 
ziebungsweise welcben der Rest der allgeiaeinen Formel II, 
fiir welcben r steben kann, ein so loiter, in welchem Z fiir 
ein Pluoratom stebt, insbesondere der 
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Trif luoracetylrest 



II 



F - C - C - 



1st, enthalten. 



Dabei ist ein G-ehalt an 1 oder mehr bis-(N ,N *-Trif luor- 
acetyl)-A-ris-fcomycinsalz(en) , Tor all em bis-(N,N 1 -Tri- 
f luox , acetyl)-A-ristomyciniaonosulf at , besonders bevor- 
zugt. 



Ferner i^t es bevorzugt, daB die erf indungsgemaBen 
Reagenzien als A-Ristomycinsalz(e) beziehungsweise Deri- 
vat(e) eines solchen beziehungsweise von solchen [ein] 
solche[s], in welchem beziehungsweise welchen der Alkyl- 
rest, fur den stehen kana, ein solcher mit 1 oder 2 
Kohlenstdf f atom(en) ist , entrtfalten. 

WeiterhiZL -ist es bevorzugt, daB die erf indungsgemaBen 
Heagenzien als A-Ristomycinsalz( e) beziehungsweise Derivat(< 
eines solchen beziehungsweise von_ solchen [ein] solche[s], 
'in welchem beziehungsweise welchen n 0 oder 1 ist, enthalt 

Ferner isi: Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung der erf indungsgemaBen Reagenzien, welches da- 
durch gekennzeichnet ist , daB" das beziehungsweise die - 
erf indungsgemaB: hergest elite (n) auf ubliche Weise fertig- 
gestellte(n) A-Ristomycinsalz(e) und/oder A-Ristomycin 
und/oder Derivat(e) desselben beziehungsweise derselben 
unmittelbar vor der Anwendung in einer bekannten waBrigen 
Pufferlosung gelost wird beziehungsweise werden • 

In diesem wird als waBrige Pufferlosung vorteilhaf"t 
eine waBrige tris-(Hydroxymethyl) -aminomethanlosung 
[ tris-Hydroxyaminomethanlosung] verwendet . 

- 26 - 
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Die Erfindung beruht wie bereits erwahnt auf der" 
iiberraschenden Feststellung , daB A-Ristomycinsalze be- 
ziehungsweiae A-Ristomycin holier Reinheit und deren De- 
rivate der allgemeinen Formel I zur Durchfuhrung von bis- 
her durch A-Ristocetin induzierten Thrombocytenaggrega- 
tionsversuchen ausgezeicb.net geeignet sind. 

Bei den Vers-uchen, deren Ergebnisse in der beiliegen- 
den Figur 1 veranschaulicht sind, wurden unter Verwendung 
von 6 verschiedenen PRP-Citrat- [PEP bedeutet an Throm- 
bozyten reiches Plasma] und Athylendiamintetraessigsau- 
re-PRP und Durchschnittswertbehandlung die Punkte der 
in der Figur 1 dargestellten Kurven erhalten. Die Kurven 
zeigen einen ahnlichen Verlauf und weisen 5 voneinander 
gut trennbare Abschnitte auf. Bei geringerer Konzentra- 
tion (0,8 mg/ml) ist keine Agglutination f estzustellen . 
Im Bereich von Konzentrationen von "0,8 bis 2,0 mg/ml ist 
ein linearer Zusammenhang ' zu beobachten. Bei Konzentra- 
tionen iiber 2,0 mg/ml verlauf en die Kurven in Richtung der 
oberen Wertspitze. Bei weiterer Erhohung der Dosis wird 
die Plasmaproteinfallung ein immer starker storender Fak- 
tor. Bei Verwendung von Citrat- und Athylendiamintetra- 
essigsaure-PRP als Substrat werden identische ijrgebnisse 
erhalten. 

In der beiliegenden Figur 2 ist gezeigt, daB A-Risto- 
mycin zur quantitativen Bestimmung des Cofaktors 
VIII R:Ag sehr gut eingesetzt werden kann. Die sogenann- 
ten Ristocetin-Cofaktor-Assay-Versuche dienen der Messung 
des sich in der Willebrand-Krankheit ergebenden Plasma- 
faktordefizites (J. Clin. Invest. 52 [1975] , 2 708; 
Thromb. Diath. Haemorrh. & [1975], 306). Die. erhaltenen 
Ergebnisse zeigen, daB das A-Ristomycin zum Zweck der 
quantitativen Versuche ebenfalls ausgezeichnet geeignet 
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1st und der Ristocetin-Cof aktor und Ristocetin-Cof aktor- 
-Assay-Versucb. durcn den Ristomycin-Cof aktor bezienungs- 
weise Ristomycin-Cofaktor-Assay-Versuch ersetzt werden 
konnen. Die Bestimmung des Ristomycin-Cof aktors kann 
unter Verwendung von sowdhl mit gewascbenen (Fxgur 2, 
obere Kurve) als aucn mit 35 ois ^ gew.-%-xger waflriger 
Formaldenylosung (Formalin) behandelten (Figur 2, untere 
Kurve) Thrombozyten durcngefunrt werden. Das Ristocetxn 
und Ristomycin rufen bei hoheren Konzentrationen exne 
Plasmaproteinfallung hervor. Die bei den Werten zwischen 
1,5 und 3,5 mg/ml erhaltenen Ergebnisse sind in der fol- 
genden Tabelle. z-usammengestellt . - 

Tabelle 



Konzentration 
in 
nig/ml 



Lie nt absorption (g^messen 



bei 600 nm) 



Ristomycin 
(als A-Ristomycin- 
monosulf at ) 



Ristocetin 
[ Vergleichsver- 
sucb.] 




Aus der obigen Tabelle gent hervor, dafl mit dem erf xn- 
dungsgemafi verwendeten A-Ristomycxnmono S ulf at uber Konzen- 
trationen von 1,5 mg/ml stets hobere Absorptionswerte er- 
halten werden als mit dem Ristocetin. 
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Es wurde uberrascbenderweise £ estgestellt , da£ die 
Grundbedingung der Zuverlassigkeit des Versucbsverf ah- 
rens mit dem erf indungsgemaB bergestellten Ristomycin- 
darin liegt, daB das zum Versucb verwendete Reagens" 
eine bone Reinheit aufweist und ein A-Ristomycinsalz be- 
ziebungsweise dessen Derivat mit konstantem Wirkstoffge- 
balt entbalt. Diese Erscbeinung laBt sicb waJbrscbeinlicb 
auf die Tatsache zuriickf ubren , daB, obwobl Ristocetin und 
Ristomycin eine abnlicbe antibakterielle Wirkung ausiiben, 
die Mikroorganismen , welcbe diese Verbindungen erzeugen, 
sebr unterscbiedlicbe Eigenscbaf ten baben. In Abbangig- 
keit von der Zusammenset zung des Nahrbodens und der Stoff- 
wecbselvorgange der Biosyntbese konnen ganz verscbiedene 
Verunreinigungen gebildet werden, aucb. wenn die Aufarbei- 
tung identiscb ist . 

Die erfindungsgemaBen Reagenzien entbalten 1 Oder mebr 
nacb dem erf indungsgemaBen Verfabren bergestellte[s] stan- 
dardisierte[s] , hochreine[s] , Gewicktskonstanz aufweisen- 
de[s] und stabile[s] A-Ristomycinsalz(e ) und/oder 
<L-Ristomycin und/oder Derivat(e) desselben beziebungswei- 
se derselben. Die erf indungsgemaBen Reagenzien 
(wie AGGRISTIN®) ' entbalten vorzugswei- 
se Doseneinbeiten von 15 mg. Die freien pbenoliscben 
Hydroxygruppen des Reagens konnen dedocb bei langerer La- 
gerung, in Gegenwart von Luftsauerstoff und unter Einwir- 
mxng von Sonnenliobt eine fur die Tbrombozytenaggregation 
ungiinstige cbinoidale Struktur annebmen. Diese Anderung 
wird durcb eine langdauernde (40 Stunden) W-Belicbtung 
des festen Praparates bestatigt. Auf Grund des vorstebend 
Gesagten sollen die erf indungsgemaBen Reagenzxen zur 
Hamopbilie-Diagnostik-Ausrustung [Hamopbilie-Diagnostxk- 
-Kit] in aus braunem Glas bergestellten und bermetxscb 
abgescblossenen Pbiolen f ertiggestellt werden - 
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Die wichtigsten Vorteile der Erfindung sind zusammen- 
gefaBt wie folgt: 

A) Nach dem erf indungsgemaBen Verfanren konnen in 
Blutgerirmungsprufversucheh ausgezeichnet ver- 
wendbare A-Ristomycinsalze und A-Ristomycin sowie 
Derivate derselben bezienungsweise deaeelben der all- 
gemeinen Formel I nonef Reinlieit liergestellt werden, 

B) Die erf indungsgemaBen Reagenzien konnen in. quan- 
titativen Blutplasmav.ersuchen mit groBem Erfolg 
eingesetzt werden und sicherti ein guns tiger es 
Messungsintervall als die bekannten Mittel und 
-Verfahren. 

C) Die erf indungsgemaBen Reagenzien sind vernalt- 
nismaBig stabil, ihr Gewiciit ±s£ konstant, sie 
konnen bei 100°C sterilisiert werden und sind 
gut lagerfahig. 

Eigene Stabilitatsversucne zeigten oiine Zweifel, daB 
eine Losung von kristallinem A-^istomycinmonosulf at in 
destilliertem Wasser bei 100°C 0,5 bis 1,OStunde lang ohne 
wesentlicbe Scnadigung sterilisiert werden k'ann. Ferner 
wurde f estgestellt , daB die in den Hamophilie-Diagnostik- 
-Ausrustungen vorliegenden Reagenzien mit..einem Gehalt 
an A-Ristomycinmonosulfat entnaltenden Losungen {in 
Tris-CbydroxymethyD-aminometlian-Puffer [TRIS-Puf f er] , 
bei einem pH-Wert von 7 A ^n<i einer Konzentration von 
15 mg/ml} bei +4°C 3 Monate lang ohne Zersetzung gela- 
gert werden konnen- 

♦ 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Beispiele 
naner erlautert . 
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Beispiel 1 

Herstellung von A-Ristojnycinmonosulf at 
„X$ormcl I mit = Methylrest, 
X = *Bisulf atrest [HSO^] ■ und 
Y = Wasserstoff) 

Es wxirden 2 g auf bekannte Weise hergestelle rohe 
Ristomycinbase bei Raumtemperatur in 5»° ^ destilliertem 
Vasser gelost , - worauf der pH-Wert der Losung mit einer 
n Schwef elsaure auf 6,8 eingestellt wurde; der genaue m 
pfi-Wert wurde mit einem Instrument ge.messen. Die gelbe 
schwach. opaleszierende Losung wurde mit ein wenig Enocben- 
kohle geklart und filtriert. Der erbaltenen klaren Losung 
wurden "bis zur Trubung 15 b i s 20 % [Vol. /Vol.] Acetonitril 
zugetropft. Das Gemisch wurde "bei" fiaumtemperatur so lange 
stehengelassen, bis die Kristallisation einsetzte. Diese 
MaBnahme wurde erf orderlichenf alls durcli Zugabe einer ge-' 
ringen weiteren Menge von Acetonitril wahrend 2 bis 3 Tage 
in der Weise wiederbolt, daB die Kristallisation mit Hilfe 
einer 24-stundigen Kliiolung in einem Kublschrank bei 
+i±°C beendet wurde* 

Die gebildeten quadratf ormigen weiBen Kristalle wur- 
den abfiltriert, zunachst' 2-mal mit je 1,0 ml einer eis- 
kalten Mischung .von Acetonitril und Wasser (im Volumver- 
haltnis von 1:1) und danach 2-mal mit 2 ml kaltem 
Aceton gewaschen, in einem Vakuumexsikkator iiber vorher 
erhitztem Calciumchlorid und Paraf f inspanen bei Raum- 
temperatur unter vermindertem Druck bis zur Gewicbts- 
konstanz getrocknet. Ausbeute 71% der Theorie. 
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Beispiel 2 

Herstellung von A-Ristomycinmonosulf at 
(Formel I mit = Methylrest, ^ 
X = Bisulf atrest [HS0 4 ] und 
Y = Wasserstoff) 

Es wurden 1,5 "bis 2,0 g rohes A-Ristomycinmonosulf at 
ais Ausgangsstoff unter standigem Scbiitteln in 4,0 ml 
destilliertem Wasser gelost. Zur stark scnaumenden Losung 
wurde 1,0 ml Acetonitril zugegeten und das Gemiscb wurde 
mit' Aktivkonle geklart und filtriert. Der pH-Wert wurde 
mit einer 2 n Ammoniumnydroxydlosung in Gegenwart eines 
Bromthymolblauindikators (Umschlag von Gelb in Himmelblau) 
neutralisiert. Zur Losung wurde bis zur Trubung eine wei- 
tere Menge Acetonitril zugegeben. Das Gemiscb wurde bis 
zum Einsetzen der Kristallisation stehengelassen, die 
ausgescniedenen Kristalle wurden durcb Erwarmen auf einem 
Wasserbad wieder gelost und die Losung wurde langsam auf 
Raumtemperatur kiinlengelaesen. Das weitere Aufarbeiten 
wurde auf die im Beispiel 1 beschriebene Weise durchge- 
fiihrt. Ausbeute 65%. 

Das nacb den Verf abrensweisen der beiden obigen Bei- 
spiele isolierte A-Ristomycinmonosulf at hatte ausge- 
zei'cbnete Tbrombozytenaggregationseigenschaf ten und ent- 
spracb den folgenden eehr hohen qualitativen Vorschrif ten: 

A) Die Zersetzung des Produkts begann bei 

165 "bis 170°C (gemessen in einem Schmelzpunkt- 
apparat mit Photozellenregistrierung [Mettler FP-5])- 

B) Mit Hilf-e eines Hochdruckf lussigkeitchromato- 
grapbierapparates (Hewlett-Packard 1082, HPLC) 
wurde vom Produkt ein Cbromatogramm ausgezeicbneter 
Qualitat gefertrgt. 
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C) Das Produkt war nach der Schicbtchromatograpbie 
einheitlich. Der in waBriger Losung bei 280 nm 
gemessene Wert log £ lag zwischen 4,6 und 4,5 
unci der Sulf atascbegebalt wax nicht holier als 
0,25 Gfew.-96. Bei einem mit einer Was sers trahl- 
pumpe (etwa 15 mm Hg) beim Siedepunkt des 
Acetones 4 St und en lang kontinuierlich durchge- 
fiilurten Saugen betrug der. GewictLtsverlust des 
A-R i stomyc inmono sulf at es hochstens 
1 bis 2,5 Gew.-#. 

Die diirinschichtcbromatograpbiscbie Charakterisierung 
des Rohproduktes und des nach den obigen Beispielen 1 
und 2 hergestellten A-Ri stomyc inmono sulfates wurde wie 
folgt durchgefiihrt : 

Die bei der Bestimmung verwendeten Substanzen und 
Reagenzien: ■ . ^ 

I) \ Eine friscb hergestellte 1 bis 2 gew.-%-ige 
waBrige Losung der A-R i stomyc inmonosulfat- 
-Probe. s 

II) -1) DC-Alurolle Zellulose (Merck 0,1 mm) 
Dunns chicbt. 

2) Fixion 50 x 8-Platte (Reanal) . 

Ill) Losungsmittelgemische als Laufmlttel: 



a) n-Bu t ano 1/ Pyr i din/E s s i gs aur e/Was s e r 

(ia Tolumverhaltnis von 15 : 1° ; 3 : 12) oder 

0 

b) n-Butanol/Pyridin/n-Propanol/Essigsaure/Wasser 
(im Volumverhaltnis von 20 : 10 : 5 : 3 - 32), 

Obere organische Pbase zuj? II) 1) Diinnschicht. 
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Zum Aquilibrieren und Anlaufen der 
Scnicht II) 2) wurde die wie folgt beschrieben 
hergestellte Citratpuff erlosung (pH-Wert = 6) 
in ionenfreiem Wasser verwendet: 

7,0 g Citronensaure , 

4,0 g Natriumnydroxyd, 

81 ,9 g Uatriumcnlorid und 

100 ml ithylenglykolmonomethylather 
[Metnylcellosolve] 

wurden in einem 1 000 ml MeBkolben in Wasser 
gelost und mit destilliertem Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt. 

IV) Entwickler: Pauly-Reagens. 

0,05' g diazotierte Sulf anilsaure wurde in 10 ml 
einer 10 gew.-%-igen Natriumcarbonatlosung ge- 
lost und die frisch bereitete Losung wurde 
verwendet. 

Das rein. Ronprodukt zeigte auf der Celluloseschiont 
in den LosungsmitteXgemisch.n a) und b) * f -Werte von 0,59 
WenungsweL 0,52. ^ einer P i*ion 50 * 8-Flatte wurde 
in der Citratpurrerlosung (pH-Uert - 6) ein K f -Wert von 
0 61 lessen. Bas Reagens war senr empfindlxcb, dure* es 
„urden praitisoh alle Zersetzungsproculcte nacagewiesen; _ 
die untere Nachweisgrenze betrug 0,5 1,0 ug. 

Die hochdruckflussigkeilrschromatosrapniscnen Messungen 
wurden mit Eilf e eines Apparates vom Typ • 

Hewlett-Packard 1082 HPLC mit isocnratiscnem Betrxeb ^ ^ ^ 
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durchgef iihrt . Bei den Versuchen wurde eine in eigenen 
Laboratorien hergestellte analytische Saule verwendet 
(Cg-Lichrosorb, 10 pm) . Der Wirkstoff gehalt der 
A-Ristomycirimonosulf at-Proben wurde mit einem bei 254 nm 
wirkenden UV-Detektor bestimmt. Von den Proben wurden 
1 millimolare Losungen hergestellt, von denen Aliquote 
von 20 bis 30 auf die Saule gespritzt wurden. Die 
Chromatograimne wurden wie folgt entwickelt: 

A) In einer 12 Gew.-% Athylenglykolmonomethylather 
[Methylcellosolve] enthaltenden Citratpuf f er- 
losung (pH-Wert = 6,3) , Flussigkeitsstrbmung: 
2,0 ml/Minute und Papiergeschwindigkei t : 

0,1 cm/Minute. 

B) In einer 10 Gew.-% Acetonitril -enthaltenden 
( ameisensauref reien) 0,1 m Ammoniumf ormiat- 
losung (pP— Vert = 7,4), Pliissigkeitsstromung: 
3,0 ml/Minute und Papiergeschwindigkeit : 

0,3 cm/Minute. 

Die obigen Bedingungen haben sich am giiastigsten er- 
wi'esen. 

Die Stabilitat des nach den Beispielen 1 und 2 herge- 
stellten kristallinen A-Ristomycinmonosulfates wurde nach 
UV-Bestrahlung der festen Proben und nach thermischer 
Sterilisation der waBrigen Losungen verschiedener 
Konzentration beziehungsweise Stebenlassen bei +4°C in 
einer tris-(Hydroxym ethyl) -aminomethanpufferlo'sung 
[TEIS-Puf f-er] bestimmt. 

^t) Es wurden 50 bis 100 mg A-Ristomycinmonosulf at 

in einer- mit einem Pfropfen verschlossenen kleinen 
Flasche mit UV-Licht in der Weise bestrahlt, daB 
* die Entf ernung zwischen der die Probe enthaltenden 
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Elascbe und der Lampe etwa 20 cm war. Nach 
40-stiindiger Bestrabiung wurde die Earbe der ber- 
gestellten Losung etwas tiefer; in einer 
Konzentration von 15 mg/ml war die Aggregation 
der Humantbrombozyten ganz langsam. 

B) Es wurden von A-Ristomycinmonosulf at in destillier- 

tem Wasser 2 Losungen abnlicber Verdiinnung 

(0,399 mg/ml beziebungsweise 0,356 mg/ml) und eine 

konzentriertere Losung (6,877 mg/ml) bergestellt. 

Die Losungen wurden 3 Stunden lang in eine m Wasser- 

bad von 100°C gebalten. Das abgedampfte Wasser. 

wurde gelegentlicb ersetzt • Die L6sun|en wurden 

auf Raumtemperatur gekiiblt und die E^ cm " W erte 

wurden auf Grund der Intensitat der bei 280 nm 

gemessenen Licbtabsorption bestimmt* Die 3 Kurven 

der E^ -Werte- {Ordinate! zu verscbiedenen Zeiten 

1 cm L • 

(t [Min.] {Abszisse} der obigen 3 Losungen sind- in 

der beiliegenden Figur 3 dargestejllt . Es 
war f estzustellen, daB die Licbtabsorptionser- 
bobung der auf 100°C gebaltenen Losungen nicbt 
linear war. Im Bereicb von 0 bis 1 Stunde zeigten 
die durcb Lyopbilisation riickgewonnenen Substanzen 
bei der Dunnsc&icbtchromatographie und Hochdruck- 
f lussigkeitscbromatograpbie keine Zersetzung. Die 
Substanzen aggregierten in der gewiinscbten 
Konzentration die normalen Humantbrombozyten be- 
friedigend. 

Es wurde aus A-Ristomycinmonosulf at in einer 
tris-(Hydroxyme.tbyl)-aminometbanl6sung 
[TRIS-Puff er] (pH^Wert = 7,4) eine Losung mit 
einer Konzentration von 15 mg/ml bergestellt, 
welcbe 12 Wocben lang in einem Kuhlschrank bei 
+4 d C gelagert wurde. Mit dies-er Stammlosung wurde 
der ublicbe Tbrombozytenaggregationsversucb 
2-wocbentlicb durcbgefiibrt beziebungsweise nacb 
Durchfiibrung der entsprecbenden Puf f erverdiinnung 
(0,2 ml — > 10 nl) wurde der E^ cm -Wert bestimmt. 
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Wahrend des Versuches blieben die Aggregations- 
aktivitat und der E^' cm -Wert der A-Ristomycinmono- 
sulfatlosung unveriindert • 



Beispiel 3 

Herstellung -von bis-(N,N' -Trif luor acetyl )-A- 
-ristomycinmonosulf at 
(Formel I mit R^ = Methylrest, 
X = Bisulfatrest [HS0 4 ] und 
Y = Rest der Formel II mit Z = Fluoratom 
und n = 0) 

Es wurden 206 mg A-Ristomycininonosulf at in 10 ml 
wasserfreiem Methanol suspendiert, wbrauf 0,28 ml Tri- 
f luoressigsaureanhydrid unter Eiskiihlung zugetropft wurde. 
Das Reaktionsgei^isch wurde bei Raumtemperatur stehenge- 
lassen und unter vermindertem Druck zur Trockne. einge- 
damp ft. Uer Rirckstand wurde in wasserfreiem Methanol 
wieder gelost und erneut eingedampft. Dieser Vorgang wurde 
noch 3-mal wiederholt, worauf das Produkt in einem Vakuum- 
exsikkator iiber vorher erhitztem Calciumchlorid und 
Paraf f inspanen bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. 
Ausbeute 90%. 

Das so erbaltene bis-(N,N' -Trif luor acetyl) -A-risto- • 
mycinmonosulf at zeigte keinen cbarakteristiscben Schmelz— 
punkt (Zersetzungspunkt) . Standardieierung: Auf einer 
Cellulosescbicbt im Losungsmittelgemisch III) a) [im 
AnscbiuB an Beispiel 2] betragt der R f -Wert 0,45. 
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Analyse: 

C 9 9 H 108°46 N 8 F 6 (2258) 

berechnet: F = 5,05%, N = 4,96%; 

, . F - 4,91%, N = 4,86%; 

gefunden: »^ » » 

F = 4,88%, N = 4,74%. 



Das so erhaltene bis-(N,N ■ -Trif luoracetyl)-A-risto- 
mycinmonosulfat aggregierte die normal en Thrombosyten 
auf dieselbe Veise wie das A-Ristomycinmonosulf at. 



Beispiel 4 

Herstellung der Reagenzien 

Es wurden 15,00 g eines den obigen qualitativen Vor- 
schriften entsprechenden A-Ristomycinmonosulf at es in . 
einem 1 -1 Erlenmeyerkolben in 100 ml destilliertem 
Wasser (pH-Vert = 6,8) suspendiert. Der an der Kolbenwand 
ausgeschiedene .Wirkstof'f wurde unter standigem Schiitteln 
mit einer weiteren Menge von 400 bis 500 ml destilliertem 
Wasser wieder in LSsung gebracht. Die so erhaltene einen 
homogenen Wirkstof f gehalt aufweisende Losung wurde in 
einen 100 ml MeBkolben f aserf rei filtrie.rt, der zum 
Losen verwendete Kolben und das Filter wurden quantitativ 
nachgewaschen und das MeBgefaB wurde bis zur Marke auf- 
gefullt. Die A-Ristomycinmonosulf atkonzentration der so 
erbaltenen Losung betrug 15 mg/ml. (Zur Herstellung eines 
sterilen Prapaxates wurde die Losung 39 bis 60 Minuten 
lang auf 100°C gehalten und danach auf Raumtemperatur ge- 
kiihlt). Von dieser Losung wurden unter Verwendung einer 
automat is chen Fullvorrichtung xinter aseptischen Bedingungen 
genau je 1,00 ml in braune, sogenannte ZerreiBverschlufl- 
flaschen gefiillt. Die Flaschen wurden durch Schnell- 
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gefrieren lyophilisiert und verschlossen. 

Zur .Kontrolle der genauen Fiillung und der Vollstandig- 
keit der Lyophilisierung wurde der A-Ristomycinmono- 
sulf atgehalt (15 mg) einiger Flaschen Je Charge nach der 
Hochdruckf lussigkeitecliroiDatograpliierverr aiirensweise 
[HPLC-Verf ahrensweise] und durch Gewiclite'bestimmung nach- 
gepriif t . 



Zusammenf as sung 
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